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論文題名 
Exosomes derived from AML/MDS cells are involved in stromal dysfunction, 
thereby inducing bone marrow failure. 
(AML/MDS 細胞由来のエキソソームは, 骨髄ストローマ細胞の機能不全を引き起こ
し, それにより骨髄不全を誘導する. ) 
 
研究目的 
骨髄異形成症候群 (MDS) / 急性骨髄性白血病 (AML) は, 骨髄造血細胞の異常クロ
ーンの増殖を主病態とし, それと共に正常造血機能の低下を伴っている. 造血機能不
全の要因として, AML では白血病細胞が骨髄間質内で急速に増殖することにより, 正
常造血を妨げることが報告されている. しかし, 初期の AML や腫瘍量の少ない MDS
では, その機序は明らかでない.  
成人の正常造血は, 骨髄中に存在する造血幹細胞が自己複製・不均等分裂することで
始まり, その後, 骨髄系, リンパ球系, 巨核球系, 赤芽球系へと分化することで維持さ
れている. 造血幹細胞の自己複製能の維持には, 骨髄内の骨芽細胞, 間葉系幹細胞, 血
管内皮細胞を始めとした骨髄間質細胞 (ニッチ) が必須である. このため, 造血幹細胞
と骨髄間質細胞 (MSCs) の相互作用についての研究が行われてきた.  
最近, マウスモデルにおいて, 異常な骨髄間質細胞が, AML/MDS を引き起こすこと
が報告され, 造血細胞自身の異常のみならず, 骨髄間質細胞の異常が注目されてきた. 
われわれは, これまでに正常の骨髄間質細胞が, human hedgehog-interacting protein 
(HHIP) を高発現し, 白血病細胞に対する抗腫瘍効果を発揮するのに対し, MDS/AML
患者の骨髄間質細胞では, HHIPの発現が著減した結果, AMLの増殖に有利となること
を明らかとしてきた. しかしながら, 骨髄間質細胞において遺伝子発現異常および機
能異常が惹起される分子機構は, 明らかとなっていない.  
本研究では, AML/MDSにおける骨髄間質細胞 (MSCs) の造血機能に注目し, MSCs
における遺伝子発現, 造血支持機能および AML/MDS による間質細胞への影響を検討
した.  
 
研究方法    
1) 骨髄間質細胞と白血病細胞    
正常MSCsおよび正常骨髄CD34陽性細胞は購入したものを使用した. MDS/AML由
来のMSCsは, 間葉系幹細胞用培養液 (MSCBM®) を用いて培養した. AML CD34陽
性細胞は, AML患者 (FAB分類M1, M4) より採取した骨髄液から分離した. 白血病骨
髄性白血病細胞株 TF-1 および Kasumi-1, 患者由来の白血病細胞は無血清細胞培養液 
(StemPro®-34) で培養した.  
 
2) 正常骨髄MSCsと患者由来骨髄MSCsのmRNA発現の比較   
RNAの精製は, Trizolを用いて行った. 逆転写反応には, SuperScript ® VILOあるい
は RT2 First Strand Kit を用いた. quantitative PCR (qPCR) は, 18S, GAPDH, 
JAG1, SFC, WNT3A, FL および TPO に対するプライマーを使用し, ABI PRISM® 
7300 を用いて行った. PCR array には, RT2 Profiler PCR Arrays (Hematopoietic 
Stem Cell and Hematopoiesis PCR array: Version 4.0) を用いた.   
 
3) 正常造血支持能の解析     
MSCs の造血支持能は, Colony assay と Cobblestone area-forming cell (CAFC) 
assayで検討した. 1.0×106個の正常骨髄 CD34陽性細胞を, 正常MSCsまたは患者由
来MSCsと, サイトカイン (SCF 100 ng/ml, TPO 50 ng/ml, FL 50 ng/ml, Delta-like 4 
100 ng/ml) 存在下で, 2 週間培養した後, 培養液中に見られる血球細胞を採取した. 
Colony assayは, MethoCult GF H4434V を用いて行った. 共培養開始 5週後に, MSC
層の下に見られた colony形成細胞を CAFC としてカウントした.  
 
4) 白血病細胞による骨髄間質細胞の機能修飾因子の解析   
白血病細胞の骨髄MSCsに対する影響は, 接着および非接着共培養系を用いて解析し
た. 非接着共培養系では, 正常MSCsを 6 well plateの底面で培養した. 接着培養系で
は, 膜孔 0.4 μm の Transwell インサートを逆さにし, 膜の上で MSCs 培養した翌日
に, 6 well plate 内に元に戻し継続培養した. 1×105の白血病細胞株あるいは患者由来
白血病細胞を, インサート内で入れることで, 非接着および接着培養を行った.  
 
5) 白血病由来エキソソームの解析  
白血病細胞株 (TF-1, Kasumi-1) を無血清細胞培養液 (StemPro®-34) で, 1 週間培
養した. 得られた培養液に, エキソソーム抽出液 (ExoQuick-TC®) を添加し, よく混
和した後, 一晩 4℃でインキュベートした. その後, 1500 g, 10分遠心することで, エキ
ソソームを沈澱分離した. エキソソームの確認は, 抗 CD9, CD63 および CD81抗体を
用いたウェスタンブロット法で行った. エキソソームの白血病細胞から MSCs への移
行の検討は, exosome transfer assay で行った. GFP 導入白血病細胞株または SYTO 
RNA selectで染色した白血病細胞株を, PKH26で細胞膜染色し, 非接着共培養を 3日
間行った後, 共焦点レーザー顕微鏡および超解像蛍光顕微鏡で観察した. また, エキソ
ソーム阻害剤の効果の確認のため , 細胞培養液中に 3 μM の GW4869 
(neutral-Sphyngomyelinase-2 inhibitor) を添加し, exosome transfer assayを行い解
析した.     
 
6) エキソソーム阻害剤の効果の検討 
正常MSCsを, 2.0×105の白血病細胞株または患者由来の白血病CD34陽性細胞と共
培養し, 3 μMのエキソソーム阻害剤 GW4869存在下および非存在下で, 非接着共培養
を 3週間行った. MSCsより RNAを精製し, qPCRおよび PCR arrayを行った.  
 
7) Exosomal microRNAの解析   
初代白血病細胞の培養のため, フィブロネクチン-coated dish を用い, 無血清細胞培
養液 (StemPro®-34)に, 5×105 の正常骨髄 CD34 陽性細胞あるいは患者由来白血病
CD34陽性細胞を浮遊し, 1週間培養した. ExoQuick-TC®で培養液からエキソソームを
抽出した後, exosomal miRNAを精製した. マイクロアレイ解析は, 3D-Gene® miRNA 
labeling kit, miRNA Oligo chip (Human miRNA V20) を用いて行った.   
 
研究成績 
1) 正常骨髄MSCsとMDS/AML 患者由来骨髄MSCsのmRNA 発現の比較  
AML/MDS 患者由来 MSCs の造血幹細胞の維持に必要な遺伝子の mRNA の発現を
hematopoiesis PCR arrayでスクリーニングを行った. AML/MDS患者由来MSCsに
おいては Stem cell factor (SCF), Jagged-1 (JAG1), Thrombopoietin (TPO), flt-3 
ligand (FL), Wnt3Aの発現が, 正常MSCsと比較し低下していた. MDS/AML患者 9
症例を追加し, qPCR で比較解析した結果, 患者MSCsにおける SCFおよび JAG1 の
発現が, 正常コントロールに比較し, 有意に低下していることが明らかとなった.    
 
2) 正常骨髄MSCsとMDS/AML患者由来骨髄MSCsの造血支持能の解析  
AML/MDS 患者由来 MSCs の正常造血の支持機能を, Colony assay と Cobblestone 
area-forming cell (CAFC) assayで検討した. AML/MDS患者由来MSCs では, 正常
MSCsに比し, 未分化前駆細胞CFU-Mixおよび造血前駆/幹細胞分画CAFCの数が, 正
常MSCsと比較し, 有意に減少していた. このことから, AML/MDS MSCs では, 正常
造血前駆/幹細胞に対する支持機能が低下していることが明らかとなった.  
 
3) 白血病細胞の骨髄間質細胞に対する影響の分析 
白血病細胞と MSCs を接着共培養と非接着共培養を行い, 共培養後の MSCs の遺伝
子発現を qPCR で解析した. TF-1および Kasumi-1 の白血病細胞株を用いて検討した
ところ, 非接着・接着共培養の両方で, 有意に JAG1の低下を認めた. さらに, AML患
者由来の白血病細胞 (FAB 分類 M2, M4) と正常骨髄 MSCs の非接着共培養を行い, 
Hematopoiesis PCR arrayで解析したところ, SCFや JAG1を含めた多数の造血因子
mRNA の発現が低下していた. これらの結果より, 白血病細胞からの何らかの液性因
子が作用し, MSCsの造血因子mRNAの発現低下を起こしていることが示唆された.   
 
4) 白血病細胞から放出されるエキソソームの解析   
細胞間のコミュニケーションには , 接着分子 , サイトカインおよび
membrane-anchored mediatorなど様々な方法が知られているが, PCR arrayの結果, 
広範な遺伝子発現の低下を認めたことから, エキソソームの関与を想定し, 以下の解
析を行った.  
白血病細胞がエキソソームを分泌しているかを確認するため, 白血病細胞株 (TF-1, 
Kasumi-1) の培養液中からエキソソームを抽出し, ウェスタンブロット法を用いて, 
エキソソーム・マーカーである CD9, CD63, CD81の発現を検討した. その結果, TF-1
およびKasumi-1由来のエキソソーム両方でCD63の発現を認めており, 白血病細胞株
からエキソソームが分泌されていることが確認された. さらに, 蛍光ラベルした白血
病細胞から分泌されたエキソソームが, MSC に移行することが確認された. また, 白
血病細胞の RNA がエキソソームを介して MSCs に取り込まれることが明らかとなっ
た.   
 
5) エキソソーム阻害剤による白血病細胞の骨髄間質細胞への影響 
エキソソームの関与が示唆されたため, エキソソームの阻害剤を用いることで, 白血
病細胞と共培養したMSCsの遺伝子発現が回復し得るか検討した. PKH26で細胞膜を
染色した GFP 導入白血病細胞株を用いて, エキソソーム阻害剤存在および非存在下で
exosome transfer assay を行った. エキソソーム阻害剤存在下では, GFP および
PKH26 の, 白血病細胞から MSCs への移行が著減していた. エキソソーム阻害剤の
MSCs の遺伝子発現に対する効果を検討した結果, 阻害剤により JAG1 を含めた遺伝
子群の低下が回復していた. これより, 白血病細胞由来エキソソームが, MSCs の遺伝
子発現に関与していることが明らかとなった.   
 
6) 正常骨髄および白血病 CD34陽性細胞由来 exosomal miRNA の解析   
初代白血病細胞からエキソソームを精製するため, フィブロネクチン-coated dish を
用い, 無血清細胞培養液 (StemPro®-34) で, 1 週間培養した.正常骨髄 CD34 陽性細
胞，AML M1 および AML M4 の培養上清からエキソソームを抽出した. 得られた
exosomal miRNA の総量は, それぞれ 50 ng, 310 ngおよび 60 ngであった. これを
miRNAのコピー数に換算すると, 1.0-2.4 x 1012コピーであった. マイクロアレイで比
較・検討した結果, AML M1および AML M4から分泌される exosomal miRNA のプロ
ファイルは異なることが明らかとなった. さらに, AML M1 および AML M4 由来の
exosomal miRNA において, 正常骨髄 CD34 陽性細胞に比し, 共通して増加あるいは
低下している exosomal miRNA分画が存在することが明らかとなった.    
 
考察 
本研究により, MDS/AML患者由来MSCsにおいて造血支持能が低下していることが
明らかとなった. 白血病細胞の RNA がエキソソームを介して, MSCs に取り込まれ,  
白血病細胞由来のエキソソームが, MSCsにおける JAG1を含む遺伝子発現異常を惹起
することを明らかとした. さらに, 白血病 CD34 陽性細胞由来エキソソームは, 正常と
異なるmicroRNA分画を含むことが明らかとなった.  
最近, 骨髄間質細胞に特異的な conditional knockoutマウスでは, MDSおよび AML
が自然発症することが報告された. また, MDS 患者検体を用いた研究においても, 5q- 
syndrome などの低リスク MDS において, 骨髄間質細胞の造血支持能の低下が報告さ
れ, 本研究の成果と一致しているものと考えられる. また, 本研究においても低リスク
MDS 由来の患者 MSCs の遺伝子発現異常を認めたことから, MSCs の機能異常は，
MDS/AMLの発症初期から惹起される可能性が示唆された.  
本研究では, エキソソームに着目して解析したが, array の結果ではエキソソーム阻
害剤で, 遺伝子発現異常が回復しないSCFを含む一連の遺伝子群が認められた. ICAM
および VLA4などの接着分子や, CXCL12-および CCL2 などのケモカインの関与を指
摘する報告も見られることから, エキソソーム以外の分子機構に関しても考慮する必
要がある.   
最近, 幹細胞およびニッチの相互作用の方法の一つとして, エキソソームを含有する
細胞外小胞が注目されている. 本研究では, ニッチの細胞として MSCs の検討を行っ
たが, 白血病細胞由来のエキソソームが血管内皮細胞に取り込まれ, 異常を惹起する
との報告もある. これらのことを考え合わせると, AML/MDS細胞由来のエキソソーム
は, 造血微細環境内の, MSCsや血管内皮細胞を含めた様々な間質細胞に影響を及ぼす
可能性も考慮される.  
本研究の成果から, 白血病由来のエキソソーム RNA が MSCs に移行すること, エキ
ソソーム阻害剤で, エキソソーム RNA の移行が阻害されること, 白血病細胞由来の
exosomal microRNA のプロファイルが異常をきたしていることから , exosomal 
microRNA と MSCs の機能異常の関連が示唆される. 今後, MSCs への exosomal 
microRNAの導入やmicroRNAインヒビターを用いた直接証明が必要と考えられる.  
 
結論 
AML/MDS 患者由来の MSCs においては遺伝子発現異常と造血支持機能の低下が認
められた．この異常を惹起する原因に，白血病細胞から分泌されるエキソソームが関
与する. 白血病細胞由来エキソソームは, 正常造血不全を引き起こす要因の一つであ
ることが明らかとなった．  
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論文題名 
 
Exosomes derived from AML/MDS cells are involved in stromal 
dysfunction, thereby inducing bone marrow failure. 
(AML/MDS 細胞由来のエキソソームは, 骨髄ストローマ細胞の機能不全を
引き起こし, それにより骨髄不全を誘導する. ) 
 
結果の要旨 
 
本研究は, AML/MDS において骨髄間葉系間質細胞(MSC)の造血因子の発現異常が認め
られることを見出し, その発生機序を解析したものである. AML/MDS細胞から放出される
exosomeはMSCに取り込まれ，それに引き続きMSCの遺伝子発現異常が発症することが
明らかとなった. この結果は, AML/MDSにおいて, 正常造血が破たんする機序の一端を示
したものである. したがって, 本論文は学位の論文として十分に値するものであると考え
られる. 
 
 
 
 
